


























catabolism  collectively  known  as  “kynurenines”,  which  exert  regulatory  functions  in  host‐
microbiome  signaling,  immune  cell  response,  and  neuronal  excitability. Kynurenine  containing 
peptides endowed with opioid receptor activity have been isolated from natural organisms; thus, in 
this work, novel opioid peptide analogs  incorporating L‐kynurenine  (L‐kyn) and kynurenic acid 














(kyn)  and  kynurenic  acid  (kyna).  Kyn  can  arise  in  peptides  and  proteins  by  post/translational 
modifications or direct oxidation of  tryptophan.  It  is present  in  lens crystallins, human Cu2+/Zn2+ 
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dismutase, milk proteins,  actin oxidized  in vivo,  and  several bioactive  compounds produced by 
bacteria and marine organisms [1]. Daptomycin is a cyclic kyn‐containing lipodepsipeptide approved 
by  the  Food  and Drug Administration  (FDA),  isolated  from  Streptomyces  roseoporus  used  in  the 
treatment of Gram‐positive pathogen  skin  infections  [2]. Cyclomontanin B  isolated  from Annona 
montana exhibits promising anti‐inflammatory activity  [3]. The kyn‐containing peptide FP‐Kyn‐L‐















the N‐methyl‐D‐aspartate  (NMDA)  receptor  and  other  glutamate  receptors  such  as AMPA  and 




receptors,  the NMDA mediates  the  influx of Ca2+  ions  into neurons, playing an  important  role  in 
synaptic  plasticity, memory,  and  learning  [7,8]. Overactivation  of NMDA  receptors  can  lead  to 






induced  nociception  in  animals  together with  antagonist  activity  at  the  glycine  binding  site  of 







insertion  of  these  residues  in  opioid pharmacophoric  sequences. Kyn  could  be used  in  place  of 
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phenylalanine, considering  its aromatic side chain, whereas kyna could be used as C‐terminus  to 
mimic an additional aromatic  residue.  In  this preliminary work, we performed  the synthesis and 
biological  screening  of  six  novel  kynurenines  containing  peptides,  aiming  to  investigate  the 










All  reagents and  solvents were acquired  from Sigma‐Aldrich  (Milano,  Italy). Solution phase 
peptide synthesis was applied to prepare the final products KA1, K2–K6 as TFA salts, following the 
procedures  reported  below.  Boc‐protected  intermediates  were  purified  by  silica  gel  column 

























solution  of N‐terminal  free  intermediate  (1  equiv.)  and DIPEA  (3.3  equiv.)  in DMF  (5 mL) was 
transferred in the ice‐cooled bottom flask at 0 °C and allowed to react at r.t. overnight. The solvent 
was removed in a rotary evaporator; the oily residue was taken up with EtOAc and washed with 5% 
citric acid solution  (3  times), NaHCO3 s.s.  (3  times), and NaCl s.s.  (3  times). Organic phases were 
collected and dried on Na2SO4 anhydrous, filtered and dried in a rotavapor and high vacuum to give 

























Tris‐HCl,  EGTA,  NaCl,  MgCl2∙6H2O,  GDP,  the  GTP  analog  GTPγS,  and  the  L‐tryptophan 
metabolite  kynurenic  acid  were  from  Sigma‐Aldrich  (Budapest,  Hungary);  Tyr‐D‐Ala‐Gly‐
(NMe)Phe‐Gly‐ol  (DAMGO) was purchased  from Bachem Holding AG  (Bubendorf, Switzerland); 
endomorphin‐2 (EM‐2) was kindly provided by MTA‐ELTE Research Group of Peptide Chemistry 




NMDA antagonist,  (+)‐MK 801 maleate  (MK‐801) and L‐kynurenine  (L‐kyn) were obtained  from 
Tocris Bioscience (Bristol, UK). A solution of each ligand in water was stored in 1 mM stock solution 
at –20 °C. The radiolabelled GTP analog, [35S]GTPγS (specific activity: 1000 Ci/mmol), was acquired 
from  Hartmann  Analytic  (Braunschweig,  Germany).  [3H]DAMGO  [26]  (specific  activity:  38.8 
Ci/mmol), [3H]Ile5,6Delt II (specific activity: 19.6 Ci/mmol), and [3H]HS665 [27] (specific activity: 13.1 
Ci/mmol) were radiolabelled in the Isotope Laboratory of BRC (Szeged, Hungary). [3H]MK‐801 [28] 





dark  cycle  with  water  and  food  ad  libitum.  All  housing  and  experiments  were  conducted  in 
accordance with the European Communities Council Directives (86/606/ECC) and the Hungarian Act 
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In our experiments, we used CD‐1 male mice  (Harlan,  Italy, 25–30 g) maintained  in colony, 
housed  in  cages  (7 mice per  cage) under  standard  light/dark  cycle  (from 7:00 a.m.  to 7:00 p.m.), 
temperature (21 ± 1 °C) and relative humidity (60% ± 10%) for at least 1 week. Food and water were 
available ad libitum. The Service for Biotechnology and Animal Welfare of the Istituto Superiore di 













The  tail  flick  latency was  obtained  using  a  commercial  unit  (Ugo  Basile,  Gemonio,  Italy), 
consisting of an infrared radiant light source (100 W, 15 V bulb) focused onto a photocell utilizing an 
aluminum parabolic mirror. During  the trials, the mice were gently hand‐restrained using  leather 
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incubation was stopped by adding an equal volume of the sequencing mixture (5% aqueous ZnSO4 
solution, MeOH, and ACN; 5:3:2), which precipitated proteins, to achieve a final concentration of 100 








Simple modifications of kyna scaffold  through  the  insertion of aromatic substituents  [34], C‐
terminal derivatization as methyl ester [35], or amide bearing a water‐soluble side chain [36] have 
been  abundantly  documented  in  the  literature,  rather  than  the  insertion  of  kyna  into  a  peptide 









Peptide  elongation/deprotection  steps  were  repeated  to  reach  the  complete  Boc‐protected 













DIPEA,  DMF,  10  min  at  0  °C,  then  16  h  at  r.t.,  66%  yield  from  5,  after  silica  gel  column 
chromatography. 
Then  L‐kyn  was  converted  in  its  Boc‐derivative  7  following  the  procedure  reported  by 
Tsentalovich et al. [23] to prepare the EM‐2 analogs K2 and K3 (Scheme 2). Firstly intermediate 7 was 







OH  to  afford  intermediate  12  quantitatively.  Then  repeated  steps  of 
coupling/purification/deprotection were performed to reach peptide K3 in high yield (83% from 14) 
and excellent purity after RP–HPLC purification of the crude compound. 










Finally,  linear  peptides  K4–K6  have  been  synthesized  as  methyl  ester,  acid,  and  amide 
derivatives,  respectively, starting  from L‐kyn methyl ester 15  (Scheme 3), prepared  following  the 
procedure described in the literature [24,36]. Repeated steps of deprotection/coupling reaction were 
performed  to  reach  intermediate 19  in high yield after  trituration  in Et2O. Boc group  removal of 
intermediate  19  gave  K4  in  good  yield  and  excellent  purity  after  RP–HPLC  purification. 
Saponification  of  intermediate  compound  19  afforded  20,  following  the  general  procedure;  the 
conversion of the latter in the amide 21 was performed as previously described by Stefanucci et al. 
[24]. Boc group removal of the linear peptides 20 and 21 afforded products K5 and K6 in good yields 
(72%  and  52%,  respectively),  and  excellent  purity  after  RP–HPLC  purification  (98%  and  96%, 
respectively). 


















radioassay using highly specific  tritium‐labelled primary  ligands  for opioid and NMDA  receptor 
binding sites. [3H]DAMGO, [3H]Ile5,6Delt II, and [3H]MK‐801 equilibrium competition (displacement) 
studies were conducted in rat brain homogenates, while ‐opioid receptor tests were performed with 
[3H]HS665  in  guinea  pig  brain  homogenates.  The  novel  ligands  showed  similar  equilibrium 
inhibitory affinities (Ki value) in the μ‐opioid system as DAMGO except K3 (Table 1, Figure S1A). In 
the δ‐opioid system, the ligands showed lower binding affinity (higher Ki) compared to the selective 
‐opioid  receptor  selective  agonist  Ile5,6Delt  II  (Figure  S1B).  In  the  κ‐opioid  receptor  system,  the 
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compounds showed higher Ki values than that of the selective κ‐opioid agonist HS665 (Figure S1C). 
In the NMDA receptor binding assays, the peptides did not produce any competing activity (Figure 






bind  only  ‐  and  ‐opioid  receptors.  It  is  reasonable  to  believe  that  the  C‐terminal  amide 
derivatization  in peptide K6  confers  the  ability  to bind  to  the ‐opioid  receptor. Concerning  the 
endomorphin‐2 (EM‐2) analogs K2 and K3, the replacement of Phe3 with L‐kyn improves the binding 
affinity and selectivity of K2 for ‐opioid receptors with respect to the standard compound EM‐2, 
with a weak affinity  for ‐opioid receptors, while  the  incorporation of L‐Kyn amide  in position 4 
causes  the  loss of  selectivity  for MOR  in  favor of  a modest binding  affinity  for ‐  and  ‐opioid 
receptors. Peptide K2 shows a Ki value two‐folds lower than that of EM‐2 on the μ‐opioid receptor, 
which let us suppose the positive influence of L‐Kyn in position 3 on K2 binding ability. 
Table 1. Displacement of  [3H]DAMGO,  [3H]Ile5,6Delt  II,  [3H]HS665, and  [3H]MK‐801 by DAMGO, 
Ile5,6Delt II, HS665, MK‐801, and oligopeptides in membranes of rat and guinea pig brains. The IC50 
values for the MOR, DOR, KOR, and NMDA, according to the competition binding curves (see Figure 





DAMGO a  Ile5,6Delt II a  HS665 b  MK‐801 a 
DAMGO  0.90 ± 0.28  n.d. c  n.d. c  n.d. c 
Ile5,6Delt II  n.d. c  8.85 ± 0.77  n.d. c  n.d. c 
HS665  n.d. c  n.d. c  2.38 ± 0.25  n.d. c 
MK‐801  n.d. c  n.d. c  n.d. c  11.45 ± 1.04 
EM‐2  3.16 ± 0.3  n.d. c  n.d.c  n.d. c 
KYNA  n.d. c  n.d. c  n.d. c  >10000 
L‐kyn  n.d. c  n.d. c  n.d. c  >10000 
KA1  1.08 ± 0.26  554.7 ± 0.8  >10000  >10000 
K2  1.39 ± 0.30  >10000  1043 ± 0.3  >10000 
K3  197.3 ± 0.36  158.8 ± 1.6  >10000  >10000 
K4  2.29 ± 0.28  31.2 ± 0.7  >10000  >10000 
K5  9.11 ± 0.32  94.4 ± 0.8  >10000  >10000 
K6  1.84 ± 0.27  32.5 ± 0.8  127.7 ± 0.3  >10000 
a rat brain membrane, b guinea pig brain membrane, c not determined. 
3.2.2. Binding‐Protein Activation Assays 
The  effect  of  kyn  or  kyna  combined  peptides  on  G‐protein  activation was  investigated  in 
functional [35S]GTPγS binding assays in rat and guinea pig brain membranes. All ligands produced 
dose‐dependent stimulations described by sigmoid curves (Figures S2). K6 showed higher efficacy 
(Emax)  than DAMGO  (Table  2). Moreover,  10  μM  cyprodime  and  10  μM  naltrindole, which  are 
selective MOR and DOR antagonists, respectively [40,41], significantly reversed the agonist effects of 




able  to  decrease  the GTPS  binding  percentage  under  the  basal  level  in  the  presence  of  10  M 
cyprodime. Peptides K2 and K3 possess a mixed / agonist activity profile, while peptides K4–K6 
show a modest mixed /‐opioid receptor agonism. Probably peptide K6 is the strongest mixed  
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membrane  homogenates  and  in  the  absence  or  presence  of  the  selective  KOR  antagonist 













KA1  139.6 ± 8.2  94.7 ± 3.7 **  102.5 ± 1.3 *  111.7 ± 1.1  100.7 ± 6.2 ns 
K2  129.9 ± 8.2  88.0 ± 3.3 **  88.8 ± 1.9 **  92.8 ± 2.0  100.7 ± 6.0 ns 
K3  118.9 ± 3.0  98.5 ± 1.2 **  97.8 ± 1.7 **  95.2 ± 2.2  106.0 ± 6.3 ns 
K4  160.6 ± 5.7  101.6 ± 2.6 ***  103.6 ± 3.2 ***  125.2 ± 2.0  104.9 ± 9.5 * 
K5  153.1 ± 5.9  108.8 ± 1.6 **  103.8 ± 1.9 ***  106.9 ± 0.3  110.5 ± 5.0 ns 



















we performed a  formalin  test administering K6 and DAMGO subcutaneously  in mice paws. The 
formalin test measures the behavioral response to chemical nociceptive stimuli evoked by a formalin 
diluted solution injected in the mice paw. From 0 to 10 min after the injection, an early phase response 
occurs with direct  stimulation  of peripheral nociceptors, while  a  response  to  inflammatory pain 
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Chemical modification  of  endogenous  opioid  peptides  promotes  the  development  of  novel 
analogs  with  increased  potency  and  improved  pharmacokinetic  properties,  e.g.,  the  synthetic 
bivalent peptide biphalin enhanced stroke immunohistochemical and behavioral neuroprotection in 
comparison  to DPDPE  and DAMGO,  reducing  glutamate  toxicity  and  oxidative  stress  [45–48]. 
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Metabolites of the KP, especially kyna and L‐kyn, play crucial roles in maintaining the normal brain 





These novel peptides do not bind  to  the NMDA receptors, and some of  them showed good/high 
affinity for opioid receptors with different selectivity profiles. In particular, KA1 exhibits the binding 




opioid  fragment  toward MOR  (selectivity  ration  = 1:10000:750), whereas  the  substitution  in 
position 4 (K3) leads to a weak and unselective agonist at MOR and DOR. In the analogs K4–K6, the 








concentration, prompting us  to deeply  investigate  its anti‐nociceptive effect  in vivo. The  formalin 
test, which is a model of inflammatory pain, revealed that the antinociceptive effect exerted by K6 
after subcutaneous administration  is significant only  in  the early phase, whereas DAMGO  is also 





and  their possible  implication  in different neuropathic and chronic pain models  is unknown and 
worth further investigation. 
Supplementary Materials: The following are available online at www.mdpi.com/xxx/s1, Figure S1: MOR (A), 
DOR  (B),  KOR  (C)  and  NMDA  (D)  binding  affinity  of  the  novel  oligopeptides,  Figure  S2:  The  effect  of 
oligopeptides on G‐protein activity compared to DAMGO in [35S]GTPγS binding assay in rat brain membrane 
homogenates, Figure S3: The effect of novel oligopeptides on G‐protein activity in [35S]GTPγS binding assays in 
the absence or presence of  the selective MOR antagonist cyprodime  (Cyp) and  the selective DOR antagonist 
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acid;  ACN,  acetonitrile;  RP‐HPLC,  Reverse  Phase  High  performance  liquid  chromatography;  TMS, 
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trimethylsilane;  ESI,  Electrospray  ionization;  LRMS,  Low  Resolution  Mass  Spectroscopy;  HOBt,  1‐
hydroxybenzotriazole;  DMAP,  4‐Dimethylaminopyridine;  EDC.HCl,  1‐Ethyl‐3‐(3‐
dimethylaminopropyl)carbodiimide  hydrochloride;  EtOAc,  ethyl  acetate;  THF,  tetrahydrofurane; NMM, N‐
methylmorpholine; iBCF, isobuthylchloroformiate; DMSO, dimethylsulfoxide; Boc, tert‐butyloxycarbonyl; Ar, 
aryl; EM‐2; endomorphine‐2; BSA, Bovine serum albumin; i.c.v., intracerebroventricular; Cyp, cyprodime; NTI, 
naltrindole;  Nor‐BNI,  norbinaltorphine;  DPDPE,  [D‐Pen,D‐Pen5]Enkephalin;  DIPEA,  N,N‐
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